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論 文 内 容 要 旨
骨粗霧症では,骨 の機械的強度の低下による骨折の発生が最大の問題であることから,骨強度を増強さ
せる治療薬を開発することが重要である。アレン ドロネー トをはじめ とするビスボスホネー ト系化合物は,
骨組織に長期間留まり強力な骨吸収抑制作用を示すが,骨 強度に悪影響を及ぼさないことを安全性の見地
か ら検証する必要がある。また,ア レンドロネー トの骨吸収抑制作用は,骨 吸収元進が主因と考えられる
代謝性骨疾患,た とえば悪性腫瘍に伴う高カルシウム血症等においても,既存治療薬を越える効果が期待
されている。
一方,プ ロスタグラジンA1誘導体であるTEI-3313は,正常 ヒト骨芽細胞培養系において骨芽細胞に
よる骨基質合成および骨石灰化を促進する活性があるため,低 骨代謝回転型骨粗霧症の治療薬 として期待
されるが,勿 伽oに おいて骨形成を促進させるか どうか明 らかにされていない。
以上の背景から,本研究では,強 力な骨吸収抑制作用を有するアレン ドロネー トについて,骨 吸収元進
型の代謝性骨疾患治療薬としての可能性 を検討した。(第1編)。まず,高 代謝回転型骨粗嶺症治療薬 とし
てのアレンドロネー トの有効性と安全性を検討する目的で,卵 巣摘除による骨粗霧症モデルラットにおけ
るアレン ドロネー トの作用について解析した(第1章 〉。すなわち,骨 吸収抑制作用,骨 量減少抑制作用
および骨強度に対する作用 と,石灰化障害作用,骨 成長遅延作用について検討した。続いて,正 常ラット
を用い,ア レンドロネー トの血中Ca濃度低下作用と骨吸収抑制作用について既存薬であるエルカ トニン
の作用 と比較 し,また,そ の作用機序の違いを解析し,ア レンドロネー トの有用性について評価した(第
2章)。さらに,ア レンドロネー トの破骨細胞に対する作用機序 を明らかにする目的で,ヒ ト由来破骨細
胞を用いてアレンドロネー トの骨吸収抑制作用機序について解析 した(第3章)。
次に,代謝性骨疾患治療薬開発の別のアプローチとして,骨 形成低下型代謝性骨疾患 に対する治療薬開
発の可能性について検討した(第2編)6すなわち,プ ロスタグラジンA、誘導体であるTEI-3313が低代
謝回転型骨粗髪症治療薬にな り得るかどうか明 らかにする目的で,骨 形成低下が誘導される不動性骨粗髪
症モデルラットにおけるTEI-3313の作用について解析した。
最後に,ラ ットのインタク トオステオカルシン測定系の開発を行い,伽"伽 および 勿伽oに おけるイ
ンタク トオステオカルシンの産生分泌に対する薬物の効果について検討した(第3編)。
第1編 ビスホスホネー ト系骨吸収抑制薬アレン ドロネー トの薬理作用
第1編 ・第1章 卵巣摘除によるラット実験的骨粗髪症モデルにおけるアレン ドロネー トの骨量減少抑制
作用の検討
卵巣摘除によるラット実験的骨粗髪症モデルを用い,ア レンドロネー トの作用について解析 した。その
結果,ア レン ドロネー トは卵巣摘除により惹起される大腿骨骨端部および大腿骨頸部の骨量減少に対 して
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抑制作用を示し,その作用は,骨吸収抑制およびそれに基づく骨代謝回転の低下によることが明 らかになっ
た。アレンドロネー トは,副作用である骨石灰化抑制を示す ことなく骨量減少抑制作用を示したのに対し,
類似薬のエチ ドロネー トは骨量減少抑制が認められる投与量において,骨 石灰化を抑制した。また,ア レ
ンドロネー トは大腿骨骨幹部および大腿骨頸部の骨強度を低下させず,脛 骨長軸方向の骨成長や大腿骨頸
部の幾何学的形状にも影響 しなかった。以上のことか ら,ア レンドロネー トは骨吸収を抑制することによ
り骨量の減少を抑制する安全で有効な薬物であることが示唆された。
第1編 ・第2章 ラ ッ トの血 中カル シウム濃度 に対す るア レン ドロネー トの作用 と作 用機序 に関す る検討
正 常 ラ ッ トの血清Ca濃 度,尿 中へ のCa排 泄,ピ リジ ノ リン(Pyr)およびデ オキ シピ リジ ノ リン
(D-Pyr)排泄 に対す るア レン ドロネー トとエル カ トニ ンの作用 を比較検 討 した。 ア レン ドロネー トは,
単 回静脈 内投 与によ り正常 ラッ トの血 中Ca濃 度,および骨吸収マーカーであ る尿中Pyrお よびD-Pyr排
泄量 を低下 させ たが,尿 中Ca量 には影 響を及ぼ さなかった。 この ことか ら,ア レン ドロネー トの血中Ca
濃度低下作用 は,主 に骨 吸収抑制作用 によることが示唆 された。一方,対 照薬 のエルカ トニ ンは,連 続筋
肉内投 与によ り正常 ラッ トの血 中Ca濃 度 を低下 させ,尿 中Ca量 を顕著 に増加 させ たが,尿 中Pyrお よ
びD-Pyr排泄 はほ とん ど低下 させなか った ことか ら,エ ル カ トニ ンの血 中Ca濃 度 を低下作用 は,主 に腎
臓 か らのCa排 泄促進 あるいはCa再 吸収 の抑制 による ことが示唆 された。以上 の ことか ら,ア レン ドロ
ネー トとエル カ トニ ンは異 なる作用機序 によ って血 中Ca濃 度 を低下 させ る ことが 明 らか になった。
第1編 ・第3章 ヒト破骨細胞に対するアレン ドロネー トの作用に関する検討
新たに確立したヒ ト破骨細胞様細胞培養系において,アレン ドロネー トの骨吸収活性,破骨細胞の形態,
および運動性に対するアレンドロネー トの作用とその作用の可逆性について検討した。アレンドロネー ト
は,10-5Mでヒ ト成熟破骨細胞の骨吸収活性を強 く抑制するとともに,破骨細胞の形態を変化させ,破 骨
細胞の運動性を向上させた。しかし,ア レンドロネー トを含まない培養液に変えて培養すると,ア レンド
ロネー トにより引き起こされていた骨吸収活性の抑制,細胞形態の変化,お よび運動性の向上はともに元
の状態に戻 り,アレンドロネー トの作用は可逆的であることが明らかになった。
第2編 プ ロスタグラジ ンA1誘 導体TEI-3313の骨形成 に対す る作用
第2編 ・第1章 坐骨神経切除 による不動性 ラ ッ ト実験 的骨粗 髪症モデ ル にお けるTEI-3313の骨 形成 促
進作 用
プ ロス タグ ラジンA1誘 導体 で あるTEI-3313が∫〃励oで 骨形 成促進作用 を示すか どうか を明 らか に
する 目的で,坐 骨神経切 除による後肢不動化骨萎縮 ラッ トを用 い,骨 量および骨形成 に対 するTEI-3313
の作 用を検 討 した。TEI-3313は,1μ9/kg(i.P.)以上の投与量において不動化 による骨量減少 を抑制 し,
その作用は脛骨骨端部 の海綿骨領域 よ りも骨幹部の皮質骨領域セ強 かった。 また,TEI-3313は,脛骨骨
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幹端部皮質骨における骨石灰化速度の不動化による低下を抑制し,1,25(OH)2D3の血中濃度には影響しな
かった。 したがって,TEI-3313は,骨形成を促進させることによって,不 動化による骨量減少を抑制し
たものと考えられ,低 代謝回転型骨粗霧症治療薬,例 えば老人性骨粗髪症治療薬として有用であることが
示唆された。
第2編 ・第2章 マウス頭蓋冠器官培養系におけるTEI-3313の骨吸収に及ぼす影響
座骨神経切除によ り後肢を不動化させた場合の骨萎縮は,TEI-3313により抑制され,そ の作用はTEI
-3313の骨形成促進作用に基づ く可能性があることが示唆された。そ こで,TEI-3313が骨吸収に対して
どのような作用を示すか明らかにする目的で,新生児マウス頭蓋冠器官培養系を用いて解析した。45Caの培
養液上清中への放出量を指標にして検討 した結果,TEI-3313は副甲状腺ホルモンで惹起される骨吸収に
対 して影響を及ぼさず,ま たヒト骨芽細胞培養系において骨形成促進作用を示す濃度においても骨吸収に
影響 しないことが明らかになった。
第3編 ラットインタク トオステオカルシン測定系の確立と骨粗霧症治療薬開発への応用
第3編 」第1章 ラットインタク トオステオカルシン測定系の確立
ラットは骨粗霧症治療薬開発に頻繁に用いられる実験動物であるが,骨 代謝の指標となるラッ トのイン
タク トオステオカルシン量を正確にしかも簡便に測定する方法がなかった。そこで,ラ ットのインタクト
オステオカルシンをELISA.法で測定する方法の確立を行った。本測定法によ り,「ラッ トインタク トオス
テオカルシンを特異的に測定することが可能になった。
第3編 ・第2章 ラッ ト骨芽細胞培養系におけるオステオカルシン測定系の有用性評価
ラット骨芽細胞培養系により,オステオカルシン産生に影響を与える薬物の評価が可能かどうか検討し
た。すなわち,ラット骨芽細胞様細胞ROS17/2.8の培養液上清中に産生放出されるインタク トオステオカ
ルシン量に対する1,25(OH)2D3の効果について本ELISA法によ り測定 した。その結果,培 養液上清中の
イ ンタク トオステオカルシン量は,1,25(OH)2D3により上昇し,その作用はアクチノマイシンDに よって
抑制されることが示された。これ らのことか ら,本ELISA法は,骨 芽細胞培養系において薬物効果を評
価する上で十分に活用できることが明 らかになった。
第3編 ・第3章 卵巣摘除ラット実験的骨粗霧症モデルにおけるオステオカルシン測定系の有用性評価
本ELISA法を用い,実験的骨粗霧症モデルラットである卵巣摘除ラットの血中インタク トオステオカ
ルシン濃度 を測定 し,病態における変動と17β一エス トラジオールを補充した場合の効果を検討 した。そ
の結果,卵 巣摘除後5日 目から,血中インタクトオステオカルシン濃度が上昇すること,お よび卵巣摘除
による血中インタクトオステオカルシン濃度の上昇は,17β一エス トラジオール投与により抑制され,骨
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組織形態計測の結果と一致した。このことか ら,本ELISA法は,血 中インタクトオステオカルシン濃度
についても測定できる優れた方法であることが明 らかになった。
本研究において,骨 吸収抑制薬および骨形成促進薬という二つの異なるタイプの代謝性骨疾患治療薬に
ついて薬効薬理作用を解析するとともに,代謝性骨疾患治療薬の新しい評価方法を開発し,その有用性に
ついて解析 した。その結果,ア レンドロネー トは骨吸収元進型代謝性骨疾患に対して副作用の少ない有用
な治療薬であること,およびTEI-3313は骨形成低下型代謝性骨疾患に対して有用な治療薬になる可能性
があることが示された。また,ラ ットインタク トオステオカルシンのELISA法による測定系を確立した
ことにより,ラ ットの代謝性骨疾患モデルを用い,イ ンタク トオステオカルシン量を指標として骨代謝改
善薬を評価することが可能になった。
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審 査 結 果 の 要 旨
代謝性骨疾患は,生体内での骨吸収 と骨形成のバ ランスが崩壊することにより発症する。代表的な代謝
性骨疾患である骨粗籟症は,高齢化社会の大きな問題であり,有効な治療薬の確立が重要な課題となって
いる。本研究では,骨吸収の抑制 と骨形成の促進 という二つの視点から代謝性骨疾患治療薬,特 に骨粗籟
症治療薬の開発を目的として,骨吸収抑制薬アレンドロネー トと骨形成促進薬TEI-3313の薬理作用および
作用機序について解析するとともに,骨代謝の状態を把握するために必要な生化学マーカーについて検討
した。
アレン ドロネー トに関する薬理学的研究では,まず,こ れまで不明確であったアレンドロネー トの骨質
に対する安全性を,高代謝回転型骨粗霧症のモデルである卵巣摘除ラットにおいて明らかにし,ア レンド
ロネー トが有効かつ安全性の高い骨粗嶺症治療薬であることを明確にした。次に,正 常ラットを用いて,
アレン ドロネー トの血清Ca濃度低下作用が骨吸収抑制作用に基づくことをinvivoではじめて証明した。
また,既存の高カルシウム血症治療薬であるカルシ トニンとの作用機序の違いを明確にし,アレンドロネー
トとカルシトニンを併用することにより,効果的な治療が出来ることを提示 した。さらに,こ れまで全く
知 られていなかった破骨細胞に対するアレン ドロネー トの可逆性について,ヒ ト成熟破骨細胞培養系を確
立して検討 し,ア レン ドロネー トの破骨細胞に対する骨吸収抑制作用が可逆的であることをはじめて明ら
かにした。
プロスタグラジンA、誘導体TEI-3313に関する薬理学的研究では,invivo実験によ りTEI-3313には,
骨形成促進作用があることを明 らかにした。また,マ ウス頭蓋冠器官培養系により,TEI-3313は骨芽細胞
の骨形成を促進する濃度においても,骨吸収には影響しないことを示した。さらに,低骨代謝回転型骨粗
籟症治療薬としての有効性 を明確 にするため,座骨神経切除による後肢不動化骨萎縮モデルにおいてTEL
3313が骨形成促進作用に基づいて骨量減少抑制作用を示す ことを明らかにした。Invivoで明確な骨形成
促進作用を示す物質としては,骨誘導因子などのタンパク質群(bonemorphogeneticprotein)が知 られ
ていたが,人工的に合成された低分子化合物としてTEI-3313は世界ではじめての例である。
生化学マーカーに関する研究では,骨 形成の鋭敏なマーカーであるインタク トオステオカルシンについ
て検討 した。ヒ トのインタク トオステオカルシンの測定系はすでに確立されていたが,骨 粗嶺症モデル動
物として繁用されているラットのインタク トオステオカルシンの測定系は確立されていなかった。そ こで,
ラッ トインタク トオステオカルシンのサ ンドイッチELISA法の開発 を行った。本測定系によ り得 られた
値は,骨粗霧症モデルラットにおいて病態と高い相関を示す とともに,治療薬の効果を反映してお り,ラッ
トを用いた骨粗髪症治療薬の評価や病態の把握を正確に行 うために,本測定系は極めて有用であることを
示した。
本研究で得られた知見は,骨 吸収抑制 と骨形成促進 という代謝性骨疾患の治療概念を発展させ,有 効性
が高く安全な新しい薬剤の展望を開いたという点で極めて意義深いものである。
よって,本論文は博士(薬 学)の 学位論文として合格と認める。
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